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2008年12月18日　山形大学医学部視聴覚教室
１．柑橘類クマリン誘導体とウコン抽出物によるマウス退縮型線維
肉腫細胞の炎症に起因した発癌予防
小沼邦重，佐藤優，小河原里美，藤井順逸，岡田太（山形大
学医学部生体分子機能学講座）
　これまでに我々は低腫瘍原性・非転移性のC57BL/6マウス由来の
線維肉腫細胞（QR-32細胞）が、炎症を介して皮下増殖能および肺
転移能を獲得する実験モデルを確立した。このモデルは発癌・悪性
化進展の予防法あるいは治療法を探るスクリーニングとして有用と
考えている。発癌・悪性化の機序として、浸出炎症細胞に由来する
酸化ストレスの関与を明らかにしてきた。そこで、本モデルを用い
て柑橘類のクマリン誘導体（auraptene）およびウコン抽出物
（turmerone）が、炎症を介した発癌を予防するか否かを検討した。
QR-32細胞は、正常同系マウスに皮下移植（２×105個）しても造増
殖性を示さない。しかし、マウス皮下に移入したゼラチンスポンジ
（10×５×３ mm）内にQR-32細胞（１×105個）を移植すると致死
増殖する。この炎症発癌モデルを用いて、マウスにクマリン誘導体
あるいはウコン抽出物を個別に添加した餌（500ppm）を、腫瘍移植
の２日前から自由摂取させた。対照群には溶媒であるアセトンのみ
を添加した餌を与えた。対照群の腫瘍形成頻度は、16例中11例
（69％）であったのに対し、クマリン誘導体投与群では５例中２例
（40％）、ウコン抽出物投与群では６例中１例（17％）であった。炎
症局所に浸出する炎症細胞は、移入したゼラチンスポンジをコラゲ
ナーゼの溶解処理により回収することができる。浸出細胞数は、対
照群に比べ両化合物投与群で減少していた。また、培養条件下で炎
症細胞の浸出過程の一つである血管内皮への接着率を定量すること
のできるアッセイ系を構築し両化合物を評価すると、いずれの化合
物を添加しても濃度依存的な接着率の低下が見られた。さらに、生
体内電子スピン共鳴法（electron spin resonance，ESR）を用いて
炎症局所の還元能を調べたところ、化合物投与群では対照群に比べ
還元状態を維持する傾向にあることが観察された。
　以上の結果より、柑橘類のクマリン誘導体とウコン抽出物は、炎
症発癌を予防する可能性が示唆された。この機序として、炎症細胞
の局所浸出の抑制と腫瘍組織の還元能の維持が関与すると考えられ
た。
２．低酸素・再酸素化に由来する活性酸素・活性酸化窒素の発癌に
果たす役割
小河原里美，佐藤優，小沼邦重，藤井順逸，岡田太（山形大
学医学部生体分子機能学講座）
　一般に腫瘍組織は低酸素環境にある。本研究では、低酸素および
その後に引き続き生じる再酸素化の環境下に置かれた細胞が、どの
ような影響を受けるのかを発癌過程に焦点をあてて検討した。
　実験は、正常同系C57BL/6マウスに移植しても造腫瘍性を示さな
いマウス線維肉腫由来のQR-32細胞を使用した。低酸素・再酸素化
を培養環境下に再現させるため、低酸素インキュベーター（１％酸
素濃度）と、通常酸素インキュベーター（20％酸素濃度）間を約12
時間毎に交置培養し、１週間毎に継代を行った。交置培養に伴い活
性酸素・活性酸化窒素の生成に関わるNADPH酸化酵素（NOX 
1,3,5）、Dual酸化酵素（DUOX 1）、一酸化窒素合成酵素（iNOS, 
eNOS, nNOS）、キサンチン酸化酵素（XO）の遺伝子発現を認めた。
さらに細胞内に活性酸素・活性酸化窒素が生成されることを確認し
た。交置培養下においてQR-32細胞の増殖は、20％酸素下で維持し
ている細胞に比べ抑制されたが、細胞死等の傷害は観察されなかっ
た。交置培養５継代毎にマウス皮下に２×105個移植して造腫瘍性
の有無を観察した。その結果、継代10代目の交置培養細胞は５例中
３例のマウスで致死増殖した。対照の20％酸素下で継代培養した細
胞はマウスで増殖しなかった。交置培養による発癌促進の要因とし
て、細胞内に生成される活性酸素・活性酸化窒素の関与を明らかに
するために、上述の培養条件に抗酸化物質（NAC，Tiron，Uric 
acid，Edaravone）、活性酸化窒素合成酵素阻害剤（L-NAME，
Aminoguanidine）をそれぞれ添加した。その結果、Edaravoneを添
加して培養したQR-32細胞では５例中１例（20％）のマウスで致死
的増殖を認めたが、他の薬剤添加細胞では、いずれも20％酸素下継
代細胞に比べて有意な増殖を示さなかった。これは、抗酸化物質及
び活性酸化窒素合成酵素阻害剤添加による活性酸素・活性酸化窒素
の消去により、発癌が抑制されたことを示唆する。
　以上の結果から、腫瘍組織などに形成される低酸素再酸素化環境
と、この環境下で生成される活性酸素・活性酸化窒素は、発癌過程
を促進することが示唆された。
３．非遺伝毒性発癌物質の短期かつ高精度な検出系の開発
佐藤優，小沼邦重，小河原里美，藤井順逸，岡田太（山形大
学医学部生体分子機能学講座）
　【目的】これまで発癌物質の一次スクリーニングには、突然変異
原性を指標としたAmes testや骨髄細胞小核試験等が使用されてき
た。しかし、このようなスクリーニング系では検出することのでき
ない非遺伝毒性発癌物質の存在が明らかとなり、このような発癌物
質を検出することのできる検出系の創出が強く望まれている状況に
ある。そこで本研究は、非遺伝毒性化学物質の発癌性を短期かつ高
精度に検出できるスクリーニング系の開発を試みた。【方法と結
果・考察】用いた細胞は、正常同系C57BL/6マウスに皮下移植（２
×105個）あるいは尾静脈内移植（１×106個）しても造腫瘍性を示さ
ないマウス線維肉腫由来のQR-32細胞を使用した。このQR-32細胞
に ７ 種 の 非 遺 伝 毒 性 発 癌 物 質（Nonylphenol, Caffeic acid, 
Phenobarbital，Phorbo1 12-myristate 13-acetate, 0kadaic acid， 
酸化Diacylglycerol，Mezerein）、遺伝毒性発癌物質として６種 
の 発 癌 物 質［Quercetin, Ethyl methanessulfonate，Ethidium 
bromide， ROS（炎症細胞由来、過酸化水素）、MeiQx］、さらに発
癌物質でもイニシエーター・プロモーターでもない２種物質
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（Dimetyl formamideとPhorbol）および対照溶媒３種（培地、
Dimetylsulfoxide，Ethanol）の継続添加培養を行った。培養５継代
毎にマウス皮下あるいは尾静脈内に移植して、少なくともどちらか
一方の増殖性が無添加継代QR-32細胞のそれらに比べて有意に増加
した場合に処理細胞に発癌性があるものと判断した。その結果、７
種の非遺伝毒性物質のうち６種（86％）、６種の遺伝毒性発癌物質
のすべて（100％）に発癌性を認めた。一方の発癌物質でもイニシ
エーター・プロモーターでもない化学物質、対照溶媒、無添加継代
QR-32細胞には発癌性を認めなかった。発癌物質、非遺伝毒性発癌
物質とされるもののみにて発癌性を検出し得たことから、短期かつ
高精度な評価系として十分な妥当性を見出せた。【総括】本発癌検
出系は非遺伝毒性発癌物質の新規評価系として有用と考えられる。
４．多血小板血漿を併用した骨髄間葉系幹細胞移植による骨再生
山川淳一，橋本淳一，高野満夫，荻野利彦（山形大学医学部
運動機能再建・回復学分野）
　【目的】多血小板血漿（PRP）は骨再生や血管形成を促進すると
報告されている。しかし、骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）移植に
併用されるPRP濃度は一定でなく、諸家の報告では通常血小板数の
２から７倍と様々な濃度で使用されている。今回われわれは in 
vitro にてPRPがMSCsに与える影響について検討し、ラット大腿骨
骨欠損モデルを用いたMSCs移植による骨再生について検討した。
【方法】MSCsの細胞増殖能を評価するためラット大腿骨から単離培
養したMSCsを96穴培養プレートに１×103／穴の濃度で播種し、
PRP添加群、PRP無添加群（コントロール）に分けた。培養１、２、
３、４、５日目において細胞増殖能をMTS法で評価した。また、骨
分化能を評価するためMSCsを24穴培養プレートに２×104／穴の濃
度で播種し、PRP添加群、PRP無添加群（コントロール）に分けた。
培養２、４、６日目において骨分化能をｐニトロフェニルリン酸法
でALP活性を評価した。添加したPRP濃度は500×104／μl、
250×104／μl、125×104／μl、62.5×104／μl、31.2×104、15.6×104
／μlの６群とした。また、in vivo studyとしてラット左大腿骨骨幹
部に６mmの骨欠損を作製し、１）PRP添加MSCs移植群、２）
PRP無添加MSCs移植群、３）PRP移植群、４）骨欠損のみ（コン
トロール）の４群を作製し、移植後２、４、６、８週目にX線評価を
おこなった。【結果】細胞増殖能は培養１、２日目では各群で有意
差を認めないが、３日目以降ではPRP添加群で無添加群に比べ高
く、PRP濃度に比例する傾向があった。骨分化能はコントロールと
比較してPRPが高濃度であればALP活性が有意な低下を認めた。
培養４日目ではPRPの濃度が62.5×104群においてコントロールと
比べALP活性の増加を認めた。移植後Ｘ線評価でPRP添加MSCs移
植群では骨形成がみられたが、他の群では骨形成はみられなかっ
た。【考察】以上の結果からMSCsの細胞増殖能、分化能ともに得る
ためにはPRP濃度は高濃度より低濃度を用いることが必要である
と考えられた。
５．酸化ストレスによるマウス初期胚発生停止機構のSOD1欠損卵
を用いた解析
角田智志，木村直子*，阿部宏之**，藤井順逸（山形大学医学
部生体分子機能学講座，*同農学部動物機能調節学，**同理工
学研究科生体センシング機能工学）
　【背景・目的】不妊治療の目的で行う体外受精では、胚の発生効
率を上げることが重要である。体外受精を行った後に培養下に発生
させると、主に酸化ストレスが原因となって細胞分裂が停止する事
が知られているが、その原因は解明されていない。Superoxide 
dismutase （SOD）は酸素分子がー電子還元を受けて生じる
Superoxideを消去する酵素であり、生体内の抗酸化系において重要
な役割を担っている。細胞質とミトコンドリア膜間腔に存在する
SOD1を遺伝的に欠損するマウスでは雌が不妊となり、生殖に及ぼ
す酸化ストレスの影響を解明するためのモデルとして有用である。
本研究では、体外受精の際の発生効率を上げる最適な培養条件を開
発することを最終的な目的として、SOD1欠損胚で見られる胚の発
生停止の機構を解明することにある。【方法・結果・考察】野生型
とSOD1欠損マウスから採取した卵母細胞と野生型マウスの精子
を、通常培養条件である20％酸素または生体内酸素濃度に近い１％
酸素環境で体外受精させ、その後の胚発生の経過を観察した。野生
型マウス由来の胚はいずれの条件でも正常に発生したが、SOD1欠
損卵由来の胚では、20％酸素培養ではすべてが２細胞期で停止し
た。しかし、SOD1欠損卵由来の胚を１％酸素培養することで発生
停止を回避し、正常に発生させることができたことから、20％酸素
培養では酸化ストレスが生じ、それが原因となって発生停止が起っ
たと考えられる。発生の途中で20％酸素と１％酸素の培養条件を入
れ替えて調べたところ、受精後20％酸素下で24時間培養した胚では
その約40％で不可逆的に発生停止が起ることが分かった。この胚発
生停止に酸化ストレスがどのように関わるかを明らかにするため
に、ミトコンドリアの形態と含量､ならびに胚の酸素消費とATP含
量に関する解析を行ったが、SOD1欠損胚と野生型胚の間の違いは、
予想に反して小さいものであった。以上の結果から、酸化ストレス
による胚の発生停止機構としては、これまで原因とみなされてきた
ミトコンドリア傷害は主要な原因とは考えにくく、細胞分裂の停止
に関わる別の機構が存在すると思われる。酸化ストレスは細胞老化
を促進する事が知られており、胚発生の停止にも細胞老化と同様の
機構が関わっている可能性が示唆された。【結論】SOD1欠損胚は、
20％酸素培養では強い酸化ストレスを受けるため２細胞期で発生停
止するが、１％酸素では正常に発生する。低酸素培養や抗酸化剤を
併用して酸化ストレスを軽減することで、体外受精の際の発生効率
を上げられる可能性が示唆された。
６．ラット下垂体の発生：特に下垂体隆起部について
白澤信行，孫英傑，曹雷*，内藤輝（山形大学医学部形態構造
医学分野，*河北医科大学・人体解剖学）
　【目的】腺下垂体は口窩上皮が陥入したラトケ嚢から形成され、
視床下部と視床からの神経束と接触する。視床からの神経束（神経
葉）と接触した部分は中間葉に、視床下部（漏斗）と接触した部分
は下垂体隆起部に、ラトケ嚢が口窩から離れる部分は下垂体茎とな
る。特に下垂体隆起部はラトケ嚢の先端部（反口腔側の先端）が視
床下部に伸びることで形成されるとの考えが一般的である。しか
し、下垂体を各種抗体で免疫染色すると、各部位の位置関係から、
この考えには多くの矛盾点が存在する。今回、ラット下垂体の発生
過程で３部、特に隆起葉がラトケ嚢のどの部分から形成されるか
を、連続切片を用いて免疫組織化学的に検討した。【材料と方法】
Wistar系ラットを用いて胎生14日から生後10日、および成熟雄ラッ
トの下垂体について、連続切片を作製し、LH, TSH, ACTH抗体を
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用いた免疫染色法で検討した。【結果】下垂体原基のラトケ嚢を①
口腔側前壁と後壁、②中間部前壁、③中間部後壁、④反口腔側前壁、
⑤反口腔側後壁とに分けて観察すると、①は細長くなった下垂体茎
を経て口腔から離れる。②と③の下部は吩側に屈曲しながら伸び
て、主にTSH細胞で構成される隆起部に、②の上部は肥厚しながら
前葉に、③の上部は前葉の数層の腹側部を経て肥大した中間葉に、
④は肥厚した前葉の吩側部に、⑤は中間葉の吩側部になることが明
らかとなった。【考察】これまで、下垂体隆起部はラトケ嚢反口腔
側の一部が吩側の視床下部に伸びたものとされてきたが、本研究に
より中間部前後壁が視床下部に伸びたものであることが示された。
今後、前葉と隆起部の細胞との機能的相違点と、ヒト隆起部の形成
との形態学的相違点について検討する必要がある。
７．遺伝性食後高トリグリセリド血症家兎の糖・脂質代謝および血
管機能の加齢変化
清水良美，五十嵐祐子，福田直樹*，伊藤恒賢*，石幡明**，
片野由美（山形大学医学部臨床看護学講座，*同動物実験施
設，**奥羽大・薬・病態機能）
　【背景および目的】本学動物実験施設では、食後トリグリセリド
値が異常高値を示す、遺伝性食後高トリグリセリド血症家兎
（Postprandial hypertriglyceridemia rabbit :PHT）を開発し、メタ
ボリックシンドロームモデル動物としての有用性を報告している。
しかし、PHTは、加齢により食後高トリグリセリド血症の程度が変
化してくる可能性が指摘されてきた。そこで本研究では、①PHT
が、加齢によっても高トリグリセリド血症モデルとしての性質を維
持しているか、②高トリグリセリド血症の長期持続により、PHTが
どのような機能的変化をおこすのか、について若齢および壮年期の
PHTを用いて検討した。【方法】 実験には、８ヶ月齢（若齢）の遺
伝性食後高トリグリセリド血症家兎（PHT）と39～40ヶ月齢（壮年
期）の PHTを用いた。１．血漿脂質測定：食事による血漿トリグ
リセリドおよび総コレステロールの濃度変化とリポ蛋白分画プロ
フィールを測定した。２．インスリン抵抗性の評価：血漿グルコー
スおよびインスリンの日内変動を検討した。３．血管機能：内皮無
傷および除去大動脈リング標本を用いて、等尺性張力を測定した。
【結果】１．血漿脂質：PHTの食前のトリグリセリドは食前よりや
や高値を示し、食後さらに著明に増加した。その値に加齢差はな
かった。血漿総コレステロールの増加はわずかだった。リポ蛋白で
は、CM，VLDL分画の顕著な上昇が見られた。２．血漿グルコー
ス：食事前の血糖値は、若齢より壮年期PHTのほうが高かった。イ
ンスリン日内変動：若齢PHTでは食事開始６時間後に上昇が見ら
れた。若齢PHTに比較し、壮年期PHTでは食事開始前の濃度が高
く、食事開始12時間後でピークとなったが、その後も正常値より高
い濃度のままであった。３．血管機能の変化：アセチルコリンによ
る血管弛緩反応は、内皮無傷標本のみで見られ、その最大弛緩率は
60％だった。ニトロプルシド、フェニレフリンは血管内皮の有無に
関わらず、それぞれ濃度依存性血管弛緩、および収縮反応を起こし
た。イソプロテノールは、血管内皮非依存性に血管弛緩反応を示し
たが、その最大弛緩反応は20％であった。これらの血管機能に加齢
差は認められなかった。【結論】本研究により、（1）PHTは、加齢
によっても食後高トリグリセリド血症モデルとしての性質を維持し
ていること、（2）若齢PHTよりもインスリン抵抗性の悪化がみられ
ること、（3）血管内皮の機能障害が認められること、が明らかになっ
た。
８．血管弛緩作用を惹起する赤ワイン由来ポリフェノール化合物に
おける有効成分の単離および分析
村田恵理，三重堀亜矢，山崎理美，岩田宏紀*，石幡明**，
片野由美（山形大学医学部臨床看護学講座，*同血液・循環分
子病態学分野，**奥羽大・薬・病態機能)
　【目的】赤ワインに含まれるポリフェノール化合物（RWPC）は、
虚血性心疾患による死亡率を減少させる可能性が示唆されている。
我々はこれまでに、RWPCがラット摘出血管を内皮依存性に弛緩さ
せること、さらにRWPC長期投与が食餌性高コレステロール血症
ラットの血管機能を改善すること、血小板凝集能を低下させること
を報告している。しかしRWPCは多種類の化合物を含有しており、
どの成分が血管弛緩作用を惹起するのかは不明であった。そこで本
研究では、（１）RWPCから血管弛緩作用を持つ有効成分を単離する
こと、（２）RWPCの各有効成分の質量分析をもとに各成分を同定す
ること、を試みた。
　【方法】（１）逆相クロマトグラフィ （ーRP-HPLC）によりRWPC
の各成分を単離した。（２）分取した各分画の摘出血管に対する作用
を、Fischer 344ラット（５－６ヶ月齢、♂）胸部大動脈を用いて評
価した。内皮無傷および除去リング標本を95％O2－５％CO2で通気
したKrebs-Henseleit液中に懸垂し、フェニレフリン（１μM）で前
収縮させた後に各分画を加え、等尺性張力を測定した。（３）血管弛
緩作用を持つRWPCの成分を明らかにするために、MALDI-TOF型
質量分析計を用いて分子量を決定した。【結果】RWPC成分をRP-
HPLCで単離したところ34種の分画を得た。各成分について血管作
用の有無を調べ６つの活性成分 （ A ～ F ）を同定した。内皮無傷標
本では分画A～Eは強い血管弛緩作用を、分画 F は血管収縮作用を
惹起した。内皮除去標本では A ～ F の各作用は消失した。質量分
析の結果、分子量（Da）はA: 2219.9，B: 2383.1，C: 3666.3，D: 
1099.4，E: 1333.1だった。【考察】RWPCの分画 A ～ E 成分の血管
作用には、内皮由来の弛緩因子の産生・放出が関与すること、一方、
分画 F の血管作用には、内皮由来収縮因子が関与することを示唆し
ている。また、主なポリフェノール単体は分子量が200ないし500前
後であるのに対し、内皮依存性血管弛緩を惹起する赤ワイン特有の
有効成分は1000以上の高分子量であることから、ポリフェノール重
合体およびその配糖体であることが示唆された。
９．Lipopolysaccharide（LPS）処理チタン顆粒刺激ラット骨髄マク
ロファージにおけるTol-like receptor（TLR）発現の検討
平山朋幸，高木理彰，玉木康信，高窪祐弥（山形大学医学部
運動機能再建・回復学分野）
　【背景】人工股関節では絶えず摩耗粉が発生し、マクロファージ
に貪食され骨吸収性サイトカインが産生されて、人工関節周囲骨溶
解（オステオライシス）が惹起されると考えられている。この過程
の中で摩耗粉がマクロファージに貪食される際に、何らかの物質が
摩耗粉に付着してオプソニン効果をもたらし、マクロファージの反
応を起こしている可能性がある。その物質の１つとして、細菌由来
のLipopolysaccharide（LPS）が考えられている。LPSによるマク
ロファージの活性化は、主に細胞膜上のTol-like receptor（TLR）
4 を介して発現される可能性が指摘されているが、TLR発現、動態
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に関しては未だその詳細は不明な点が多い。そこで今回、ラット骨
髄マクロファージにチタン顆粒を添加し、TLRの発現、サイトカイ
ン産生について検討した。【対象と方法】８～12週齢、雌、Wistar
ラットの大腿骨より骨髄細胞を採取した。M-CSF 10 ng/ml を加え、
10％ FBS添加培養液で４日間（96時間）培養した。壁吸着細胞を回
収し5×105 cel/mlで調整後、LPSを除去したチタン顆粒とLPSの付
着したチタン顆粒を添加して、経時的にtotal RNAを抽出した。
Reverse transcriptase polymerase chain reaction（RT-PCR）にて
cDNAを作製し、特異的プライマーを用いてQuantitative real-time 
PCRにてmRNAレベルでのTLR、サイトカイン発現を検討した。
【結果】LPSを除去したチタン顆粒に比べLPSの付着したチタン顆
粒刺激ではIL-1β、TNF-αの炎症性サイトカイン発現が亢進して
いた。一方、TLR4の発現はLPSを除去したチタン顆粒とLPSの付
着したチタン顆粒刺激でともに抑制傾向が認められたが、LPSの付
着したチタン顆粒刺激でより強く抑制される傾向がみられた。【考
察】IL-1β、TNF-αの炎症性サイトカインの発現が亢進している
のに対してTLR 4 が抑制される現象は、炎症性サイトカインなどの
過剰な生体反応に対するマクロファージの制御機構が存在する可能
性を示唆する。
10．屈筋腱損傷に対するPRPの影響：器官培養での検討
佐藤大祐，高原政利，成田淳，山川淳一，伊藤和生，
橋本淳一，荻野利彦（山形大学医学部整形外科学講座）
　【目的】多血小板血漿（PRP）は、PDGF，TGF，VEGF，EGF
等の成長因子を含んでいる。PRPは培養腱細胞を増殖させる効果
がある。PRPとゼラチンハイドロゲルの複合体では成長因子が徐
放され、PRP単独に比べ効果が大きかった。PDGFとフィブリンの
複合体では約10日間にわたりPDGFが徐放される。そこで、PRPの
フィブリン複合体を用いて成長因子を徐放させ、腱の修復を促進さ
せることを目的とした。今回は、腱の器官培養を行い、腱細胞の反
応を観察した。【対象と方法】日本白色家兎（体重約3.0 kg）の耳介
から採取した動脈血（10 ml ）を遠心してPRP（血小板濃度：約
300×104/ul）を精製した。全身麻酔下に兎の第ⅡからⅤ趾の腓側趾
屈筋腱を摘出した。顕微鏡視下に腱のMTP関節部位に部分断裂を
作製した。断裂部に、PRPとフィブリンの複合体を投与する群
（PRPF群）、フィブリンのみを投与する群（ F 群）、何も投与しな
い群（C 群）の３群に分けた。８－０ナイロン糸で腱を縫合した後、
８mm長に切り出して４、７、10日間器官培養した。培養後にパラ
フィン切片を作製し、HE染色を行った。腱損傷端の実質部の細胞
数を計測した。【結果】MTP関節部位での腱の幅は2.50±0.01mm、
厚さは1.53±0.13mmであった。部分断裂を作製した部位での残存
した腱の厚さは0.41±0.01mmであった。腱損傷端の実質部の細胞
数は培養４日目ではPRPF群で最も多かった。培養７日と10日目で
は３群間に差を認めなかった。腱損傷端の腱上膜の厚さは培養４日
目ではPRPF群で最も多かった。培養７日では３群間に差を認めな
かった。腱損傷端の腱上膜の細胞数は培養４日目と７日目では
PRPF群で最も多かった。【考察】器官培養にてPRPの腱細胞増殖
促進効果が確かめられた。しかし、培養７日目以降は腱実質部の細
胞の増加は認められなかった。PRPをフィブリンに混ぜて投与し、
PRPの作用を持続的にすることを試みたが、その徐放効果は明らか
ではなかった。今後、腱上膜の反応と腱修復を評価する予定であ
る。
11．繊維芽細胞増殖因子とゼラチンハイドロゲルを用いた家兎半月
板修復
成田淳，高原政利，佐藤大祐，荻野利彦，福島重宣*，
木村祐**，田畑泰彦**（山形大学医学部整形外科学講座，*済
生会山形済生病院整形外科，**京都大学再生医科学研究所生
体組織工学研究部門生体材料学分野）
　【目的】ゼラチンハイドロゲル（GH）を用いて成長因子を持続
的に作用させること（徐放)によって、組織修復が促進されるという
報告がある。今回GHを用いた塩基性線維芽細胞増殖因子（FGF2 ）
の投与が、半月板修復に与える影響をin vivo の実験で調べた。【方
法】日本白色家兎21羽を用いた。両膝内側部で関節包を切開し、内
側半月板の辺縁部の滑膜を切開後、半月板の辺縁部から実質部に至
る幅４mm、深さ２mmの水平断裂を関節腔内に貫通しないように
作成した。シート状のGHに２μgのFGF2 を含浸させ、断裂部に挿
入し滑膜および関節包を縫合した（FGF群）。また、同量の生食水を
GHに含浸させ、同様に縫合した（対照群）。２、４週後に半月板を摘
出、組織標本を作製し、HE染色、PCNAおよびTUNEL染色を行い、
断裂部周囲の細胞密度と陽性率を調べた。断裂部が閉鎖したものを
４点満点として修復を点数化した。【結果】実際の水平断裂の長さは
FGF群：1.98±0.14、対照群：1.92±0.16で差はなかった。術後２
週 で、辺 縁 部 の 細 胞 密 度 はFGF群：2746.5/mm2、対 照 群：
1160.4/mm2であり、実質部ではFGF群：1223/mm2、対照群： 
847.4/mm2であり、FGF群で有意に高値だった。辺縁部のPCNA陽
性率はFGF群：41.1％、対照群：20.5％、TUNEL陽性率はFGF群：
23.9％、対照群：48.6％でいずれも有意差があった。修復の点数は
FGF群：1.7点、対照群：1.4点で差はなかった。術後４週で、辺縁
部の細胞密度はFGF群：2525.6/mm2、対照群：1363.3/mm2であり、
FGF群で有意に高値だったが、実質部では差がなかった。辺縁部の
PCNA陽性率はFGF群：50.0％、対照群：16.3％で有意差があった。
修復の点数はそれぞれ2.4点、1.2点で有意差を認めた。【考察】
FGF2 により、半月板辺縁部での細胞増殖、DNA断片化の抑制が認
められ、修復は促進した。しかし実質部での促進作用は乏しかっ
た。FGF2 の半減期は短く、単独単発投与では十分な効果が得られ
ないと報告されている。今回はGHを徐放キャリアとして用いるこ
とによって、FGF2 の効果が辺縁部で十分に発揮されたと考えられ
る。
12．糖尿病ラット頚動脈バルーン傷害内服肥厚に対するミグリトー
ルの抑制効果
平田昭彦，岩井晴恵，五十嵐雅彦（山形大学医学部液性病態
診断医学講座）
　【背景と目的】αグルコシダーゼ阻害薬（αGI 薬）は、二糖類水
解酵素の阻害により腸管からの糖吸収を遅延させることで食後高血
糖を改善する薬剤である。STOP-NIDDMにおいて、αGI 薬のひと
つであるアカルボースの投与により食後の高血糖を抑えた結果、
IGTから糖尿病への移行の低下と同時に高血圧症や心血管イベント
の発症を有意に抑制することが明らかにされた。しかし、これらの
詳細なメカニズムについては十分に解明されてはいない。最近、新
規のαGI 薬としてミグリトール（Mig）が発売された。本薬剤は、
従来の薬剤に比べ小腸上部での吸収阻害が強く副作用も少なく、糖
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尿病のみならずメタボリックシンドローム（MetS）に伴う動脈硬化
の進展予防に対する効果も期待されている。
　そこで、今回我々は、高脂肪食を負荷した２型糖尿病モデルラッ
トの頚動脈バルーン傷害内膜肥厚病変に対するMigの抗動脈硬化作
用について検討した｡【方法】12～15適齢で肥満とインスリン抵抗
性、糖尿病を有する雄 Wistar fatty rat（WF）とlean rat（WL）を、
対照群（WF-C, WL-C）、Mig群（WF-Mig, WL-Mig）（各群 n＝ 8 ）
の４群に分け、高脂肪餌（45kcal％脂肪含有）とMig群にはMig40 
mg/100 g 餌を２週間前投与した。その後バルーンカテーテルで左
総頚動脈（LCA）を搾過し内膜傷害モデルを作製後15日目にLCAを
摘出し、肥厚内膜面積/中膜面積比（I/M比）を算定した。また、屠
殺時の血液で、血糖、グリコアルブミン（GA）、インスリン、脂質、
動脈硬化関連パラメーターを測定した。【結果】（1）WLとWFの比
較：血糖、GA、TC、TGは、WL-C群に比べWF-C群で有意に高値
で、HDL-Cは有意に低値であった。I/M比は、WL-C群に比べWF-C
群で約55％高値であった。（2）WLでの比較：血糖、GA、TC、TG、
HDL-Cとも、両群で差がなかった。I/M比も、両群で差がなかった。
（3）WFでの比較：体重やインスリン、TGには差がなかったが、血
糖とGAは、WF-C群に比べWF-Mig群で有意に低下し、HDL-Cは有
意に上昇した。また、I/M比はWF-C群に比べWF-Mig群で有意に
20％低下し、高感度CRPも有意に低下した。【結語】本研究により、
Migが肥満とインスリン抵抗性、糖尿病を有するモデルラットの糖
と脂質動態を改善することが明らかにされた。さらに、本薬剤は糖
尿病のみならずMetSの治療薬のひとつとしても有用である可能性
が示された。
平成20年11月28日（金）　山形大学医学部第４講義室
一般演題　
１．座長：丹治和世 （山形大学大学院臨床的機能再生部門高次脳機
能障害学）
「神経筋電気刺激を用いた橈側および尺側手根屈筋の作用の解析」
成田亜矢，鈴木克彦**，佐藤寿晃**，長沼誠*，藤井浩美**，
内藤輝*（山形大学医学部運動機能再建・回復学分野，*同形
態構造医学分野， **山形県立保健医療大学）
　橈側手根屈筋（FCR）と尺側手根屈筋（FCU）の作用と前腕肢位
との関係について神経筋電気刺激（ENS）を用いて調べた。健常者
10名（男性６名、女性４名、20－43歳）の右上肢を対象に、前腕回
内、中間、回外位でFCR とFCU へのENS により誘発される手根の
運動の方向（伸展、屈曲、外転、内転方向をそれぞれ90°、270°、0°、
180°とした時の角度）と可動域および力の方向と大きさを調べた。
その結果、回内、中間、回外位のそれぞれで、運動ではFCR で
273±9°（平均±SD）、249±12°、242±11°、FCUで265±6°、232±8°、
229±8°方向の最大可動域までの運動、力ではFCR で298±16°と
1.16±0.60 Nm、279±9°と1.30±0.80 Nm、267±11°と1.24±0.77 
Nm、FCUで239±11°と1.70±0.99 Nm、241±15°と1.62±0.98 
Nm、227±16°と2.04±1.47 Nmの力が誘発された。FCU は手根の
屈曲と内転に作用すること、FCR は屈曲と外転に作用するが、外転
作用は回外に伴い減弱・消失することが示された。
２．座長：小林真司 （山形大学附属病院リハビリテーション部）
　「ヒト上肢構造を模倣した上肢運動シミュレータを用いた研究」
宮井博充，高橋一朗*，秋山孝夫*，水戸部和久*，茂木唯**，
大沼隼人***，内藤輝****，鈴木克彦*****，佐藤寿晃*****，
藤井浩美*****（山形大学大学院理工学研究科生体センシング
機能工学専攻，*同理工学研究科機械システム工学専攻，**山
形大学工学部，***NTTデータ，****山形大学医学部形態構
造医学分野，*****山形県立保健医療大学）
［目的］ヒト上肢構造を模倣した上肢運動シミュレータで滑らかな
運動を再現すること。
［方法］上肢運動シミュレータに、筋をワイヤーに見立て、解剖学
的な筋の起始、停止、走行に沿うようにワイヤーを設置する。その
ワイヤーをモータで巻き取り、モータを制御し、骨格モデルを動作
させる。動作を伸展状態から屈曲90度位置までを約30秒間で行い、
それを記録する。記録と再現を５回行う。またその模様を撮影す
る。その時の動作記録時間と動作再現時間を比較することや各動作
を観察することで再現性を確認する。実装筋は上腕二頭筋、円回内
筋、上腕筋、腕橈骨筋である。
［結果］記録時間と再現時間の誤差は、１回目は0.4[s]、２回目は
0.3[s]、３回目は0.3[s]、４回目は0.2[s]、５回目は0.8[s]となった。
また骨格モデルの屈曲動作が再現できた。
［考察］記録時間と再現時間の誤差はほとんどなかったので、再現
性はあると考えられる。再現時間が記録時間より短い原因は記録し
たポテンショメータの値が前端後端に不安定な値になるので、それ
らの値を削除しているからと考えられる。
３．座長：山崎良彦 （山形大学医学部神経機能統御学分野）
　 「手首の屈曲と伸展が前腕回外力に及ぼす効果」
大瀧亮二，佐藤寿晃，長沼誠*，鈴木克彦，成田亜矢**，
佐藤麻人，内藤輝*（山形県立保健医療大学，*山形大学医学
部形態構造医学分野，**同運動機能再建・回復学分野）
　橈側手根伸筋（ECR）は前腕の回外、橈側手根屈筋（FCR）は回
内に作用する。本研究では、手首の屈曲（F）と伸展（E）が回外力
に及ぼす効果を調べた。健常者８名（男７名、女１名、20－41歳）
の右上肢を対象に、回内90、60、30、０度（中間）位で、手首の力
を抜いた（R）および E とF の状態で回外の最大力を計測、ECR、
FCR、上腕二頭筋（BB）などの筋電図も記録した。回内90、60、30
度、中間位で、E の回外力はそれぞれ R の168、142、134、118％、
F は84、90、78、80％となった。筋電図では、回外でみられるBB の
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活動が E で大きく、F ではこの活動に一致してFCR の活動が小さく
なるのが認められた。以上、回外力はE で増加Fで減少し、E の効果
は中間位になるにつれ漸減することが示された。脊髄反射にECR
からBB への促通、BB からFCR への抑制がある。筋電図の結果か
ら、これらの効果は筋の作用によるものだけでなく、反射の活動も
反映したものであることが示唆された。
４．座長：川並透 （山形大学大学院分子疫学部門生命情報科学分
野）
　「聴性定常反応の反応閾値に及ぼす変調周波数の影響」
窪田俊憲，阿部靖弘，伊藤吏，渡辺知緒，鈴木豊，青柳優
（山形大学医学部耳鼻咽喉・頭頸部外科学分野）
　周波数特異性の高い正弦波的振幅変調音（SAM音）を用いた聴性
定常反応（ASSR）は、乳幼児睡眠下では変調周波数（MF）が80－
100Hzで良い反応が得られるのに対し、成人覚醒時では40Hz前後で
良い反応が得られる。MASTER®（Multiple Auditory Steady-State 
Response）は、ASSRを応用したソフトウェアであり、主に乳幼児
の他覚的聴力評価に用いられている。我々は成人における
MASTER®の有用性を検討するために、各刺激音のMFが80－100Hz
（市販のプログラム使用）での覚醒時と睡眠時、MFが40Hz前後（研
究用のプログラム使用）での覚醒時の３つの条件で聴力正常成人に
対して検査を施行し反応閾値を求めた。各条件間のASSR反応閾値
と純音聴力レベルの差を比較することにより、成人においてMFと
覚醒レベルが MASTER® の反応閾値に及ぼす影響について検討し
た。
５．座長：大倉正道 （山形大学医学部循環薬理学分野）
　 「条件づけ味覚嫌悪反応における復元効果」
藤原浩樹，塚田稔*，藤井聡（山形大学医学部神経機能統御学
分野，*玉川大学脳科学研究所）
　条件づけ味覚嫌悪における復元効果について、消去手続きの前後
で背側海馬を破壊し、 文脈の変化と背側海馬破壊の影響を検討し
た。 条件づけ、消去、テストの背景文脈を統一した群と消去の背景
文脈だけが異なる群を比較した。消去の背景文脈だけが異なる群で
はテストにおいて条件反応の回復が考察され、条件づけ味覚嫌悪に
おいて復元効果を確認することができた。消去前、または、消去後
に背側海馬破壊を行うと、消去の背景文脈だけが異なる群では復元
効果が抑制された。これらの結果から背側海馬が復元効果の文脈変
化に関わっていることが示唆された。さらに消去後に背側海馬破壊
を行うと、条件づけ、消去、 テストの背景文脈を統一した群に条件
反応が見られた。この結果からは消去記憶が海馬以外に形成され、
海馬破壊により混乱させられたことが示唆された。以上の検討結果
から、背側海馬が物理的な背景文脈の変化、消去記憶の形成に関
わっている可能性が示唆された。
特別講演
　座長：青柳優 （山形大学医学部耳鼻咽喉・頭頚部外科学分野）
　 「受容体刺激によるKCNQ1の修飾機構」
石井邦明（山形大学医学部循環薬理学分野）
　KCNQ1はQT延長症候群 1 型の原因遺伝子として1996年に報告さ
れた。さらに、本年８月になってKCNQ1が２型糖尿病の関連遺伝
子であることが報告され、新たな注目を集めている。KCNQ1蛋白
はゆっくりと活性化する遅延整流性K+チャネル（IKsチャネル）のα
サブユニットであり、KCNE1蛋白と複合体を形成する。KCNQ1の
loss-of-function変異は心室筋の活動電位幅（心電図上のQT間隔）
を延長し、時に致死的不整脈を引き起こすことが報告されている。
この事実は心筋の電気的興奮においてKCNQ1が重要な役割を演じ
ていることを示している。交感神経β受容体を初めとする様々な受
容体刺激が心筋IKsを修飾することが知られているが、それによって
心臓の興奮性は変化すると考えられる。イオンチャネルの活動性は
その機能の変化と数の変化によって修飾されるが、IKsのような電位
依存性チャネルにおいて数の変化による修飾機構はあまり研究され
ていない。本講演では、IKsチャネルのαサブユニットである
KCNQ1の受容体刺激による修飾に関して、細胞膜発現の変化（数の
変化）に焦点を絞り、我々がこれまでに得ている知見を紹介する。
